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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Lycoris radiata has various bioactive properties. However, some alkaloids exhibit neurotoxic and cytotoxic effects, and pose potential risks. These toxic compounds can have harmful effects on the body when consumed in excessive amounts, and may induce genetic mutations through cytotoxicity. Therefore, this study was conducted to determine whether the water extract of L. radiata exhibits acute toxicity and mutagenic effects.

          

          
            Methods and Results: 
            In an acute toxicity test conducted at a maximum concentration of 2,000 ㎎/㎏, no signs of morbidity or death, and no clinical symptoms were observed. Furthermore, a bacterial reverse mutation test was performed with a maximum dose of 5,000 ㎍/plate, resulting in negative outcomes for all strains.

          

          
            Conclusions: 
            The approximate lethal dose could not be determined, and there was no indication of mutagenicity. The lethal dose is estimated to be ≥ 2,000 ㎎/㎏, and mutagenicity does not appear to occur up to 5,000 ㎍/plate. Further experiments involving increased concentrations or changes in extraction solvents and methods are required to better understand the toxic response.
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      서 언
      석산은 (Lycoris radiata) 백합목 수선화과에 속하는 식물로 꽃무릇이라고도 부른다. 중국, 일본, 한국을 비롯해 동남아 등지에 자생하며 비늘줄기 형태의 알뿌리를 약재로 사용한다. 상처가 부은 것을 가라앉히고 [소종 (消腫)], 가래를 없애거나 [거담 (祛痰)], 체했을 때 구토를 야기하는 데 [최토 (催吐)] 사용되어 왔으며 (Jeong, 2016), 중국에서는 종기, 궤양, 고름이 나는 상처를 치료하기 위한 전통 약재로 사용되어 왔다.

      수선화과 식물이 가진 알칼로이드는 약리학적 효과 때문에 상업적 가치가 높아 물, alcohol, methanol chloroform, ethyl acetate 등의 용매를 통해 분리 및 정제되어 (He et al., 2015; Duan et al., 2016; Takla et al., 2018; Soto-Vásquez et al., 2022) 유효성, 종자발아 특성, 분류학적 특성 등 다양한 분야에서 연구되고 있다 (Tae and Ko, 1995; Park and Chung, 1996a, 1996b; Tae and Ko, 1997).

      대표적으로 알칼로이드인 lycorine, tazettine 등이 다양한 수선화과 식물에 포함되어 있고, 석산에서 narciclasine, hippeastrine 및 lycorine 등이 분리된다고 보고되어 있다 (Nair et al., 2013; Nair and Staden, 2014; Chen et al., 2016; Shen et al., 2019).

      Lycorine은 바이러스의 중합효소 활성을 억제하고 단백질 합성 과정에서 단백질의 신장을 방해함으로써 항바이러스 효과를 가진다. 또한 lycorine의 전구체인 norbelladine은 염증을 유발하는 단백질인 nuclear factor kappa B과 염증 관련 효소인 cyclooxygenase의 발현을 억제함으로써 항염증 효과를 가진다고 알려져 있다 (Bastida et al., 2006; Matsuura and Felt-Neto, 2015; Ji et al., 2017; Cahlikova et al., 2020). Galanthamine은 기억, 인지기능에 중요한 역할을 하는 신경전달물질인 acetylcholine을 분해하는 acetylcholinesterase 물질을 억제하며 이를 이용해 치매와 같은 기억 장애를 치료하는데 사용되고 있다 (Cahlikova et al., 2020).

      이 외에도 석산의 구근 에탄올 추출물은 항말라리아 효과를 가지며, 메탄올 추출물은 염증반응으로 생성된 nitric oxide (NO)와 tumor necrosis factor-α (TNF-α)를 현저히 감소시킬뿐만 아니라 높은 항산화 효과를 가진다는 연구 결과가 알려져 있다 (Kim et al., 2011; Hao et al., 2013).

      수선화에 포함되어 있는 다양한 알칼로이드는 구토, 설사 메스꺼움과 같은 부작용이 관련되어 있을 뿐만 아니라 여러 암세포에서 세포독성 활성을 가지며, 석산에서 분리된 hippeastrine과 narciclasine은 topoisomerase I 억제제로 DNA 합성을 억제해 암세포에 대한 세포독성을 유발한다 (Weniger et al., 1995; Kretzing et al., 2011; Chen et al., 2016; Wang et al., 2023).

      Acetylcholinesterase 억제제인 lycorine은 석산의 잎과 비늘줄기에 주로 분포하고 있는 알칼로이드로 석산의 잎을 이용한 물 추출에 의해 분리된다고 알려져 있으며, 일부 식물에 대한 타감작용을 가지고 구토, 메스꺼움 등과 같은 부작용을 일으킨다 (Iqbal et al., 2006; Mcnulty et al., 2010; Kretzing et al., 2011). acetylcholinesterase 억제제는 주로 위장관, 심혈관 및 신경계에 부작용을 일으킨다고 알려져 있다 (Ruangritchankul et al., 2021).

      DNA 손상 유도법은 암세포의 증식 억제를 통해 암을 치료 하지만 대부분 세포에 같은 영향을 미치기 때문에 정상세포의 세포독성과 유전자 돌연변이를 유발다고 알려져 있다 (Hashimoto et al., 1995; Shen et al., 2019; Kuijk et al., 2022). 따라서 다양한 알칼로이드를 함유하고 있는 수선화과의 석산은 급성독성, 세포독성과 유전자 돌연변이를 유발할 수 있는 잠재적 위험성을 가지고 있다.

      본 연구는 잠재적 위험성을 가지는 알칼로이드가 포함된 석산 물 추출물이 급성독성과 유전자 변이원성을 유발하는지 평가하고 안전성을 검증하여 향후 석산을 활용한 식품, 의약품, 건강기능식품 등의 기초자료를 제공하기 위해 수행했다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 제작
        본 시험에서 사용한 시료는 영광군 농업기술센터에서 제공 받은 석산 (원산지 : 전라남도 영광) 1.7 ㎏을 원료로 제작하였다. 석산을 균질하게 세절하여 부직포에 넣고 10 ℓ의 정제수를 첨가한 후 환류추출기 (COSMOS 660, Kyungseo E&P, Incheon, Korea)를 이용하여 105℃, 3 시간의 조건으로 3 회 반복 추출하였다.

        추출 후 대형 회전감압농축기 (NVC-2200, Eyela, Tokyo, Japan)를 이용하여 55℃에서 30 hPa로 농축하여 10 brix 내외의 표준 추출물을 제작하였다. 표준 추출물을 초저온냉동고 (TSE600D, Thermo scientific, Waltham, MA, USA)에 넣어 –70℃ 조건으로 동결시킨 뒤 동결건조기 (LYOPH-PRIDE 20R, IlShin Lab Co., Ltd., Dongducheon, Korea)를 이용하여 112 시간 동안 동결건조 시켰다. 동결 건조물 543 g (수율 : 31.9%)을 획득하였고 이를 석산 물추출물로 정의하였으며 용량별로 멸균수에 녹여 급성 독성 평가와 변이원성 평가에 사용했다.

      

      
        2. 급성독성 평가
        실험동물은 7 주령의 Sprague-dawley (SD) rat 암, 수 각각 20 마리를 오리엔트 바이오 (Seongnam, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 입수 시 7 주령 rat의 평균 체중의 경우 암컷은 161 g – 183 g, 수컷은 229 g – 261 g의 범위로 10% 이내의 표준편차로 체중을 확인 후 1 주일 간 순화 과정을 거치고 일반 증상과 체중 변화에 이상이 없는 동물을 실험에 사용하였다.

        실험동물에 대한 사육환경은 온도를 21.0℃ - 24.2℃, 습도 47.0% - 73.0%, 환기횟수 15 회 – 20 회/시간, 명암주기 12 시간, 조도 150 lux - 300 lux, 소음 60 dB 이하, 암모니아 농도는 20 ppm 이하가 되도록 유지하였다. 음수는 역삼투압 처리 후 자외선으로 소독한 정제수를, 사료는 pellet형 고형사료 (PMI LabDiet 5053, PMI Nutrition International, St Louis, MO, USA)를 자유섭취 시켰다.

        실험동물은 음성대조군, 저용량군, 중용량군, 고용량군으로 나누어 그룹당 암/수 각각 5 마리 씩 배정했다. 석산 물추출물의 투여량은 Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) 가이드 라인과 여러 급성독성시험 연구를 참고해 500 (저용량군), 1,000 (중용량군), 2,000 ㎎/㎏ (고용량군)으로 설정하였다 (OECD, 2001; Kim, 2014; Cho et al., 2024; Jo et al., 2024). 투여액량은 10 ㎖/㎏으로 절식 후 투여 당일 체중을 기준으로 투여하였다.

        투여 직후, 투여 후 0.5, 1, 2 및 4 시간에 일반 증상을 관찰하고 그 후 14 일 동안 1 일, 1 회의 빈도로 실험동물의 빈사, 사망 등을 포함한 일반 증상을 관찰하였다. 일반 증상 관찰 항목은 실험동물의 체위, 자세, 의식, 태도, 신경계, 호흡, 행동, 피모, 피부, 눈 등을 관찰하였으며 (Fentener van Vlissing et al., 2015), 체중은 투여 당일, 투여 후 1, 3, 7 및 14 일에 각각 측정하였다. 실험 종료 후 부검을 통해 고환, 난소, 신장, 비장, 간, 흉선, 심장, 폐 등을 육안 검사 하였다.

        본 실험은 한약비임상시험센터 동물윤리위원회 (IACUC) 심의 및 승인 (동물실험 승인번호:NIKOM-2020-014)을 받아 수행하였다. 시험방법은 “의약품 등의 독성시험기준, 식품의약품안전처 고시 제2022-18호”를 참고하여 수행하였다.

      

      
        3. 혈구 분석
        급성독성 평가 수행 중 채취한 혈액 중 일부를 BD vacutainer glass blood collection tube with K3 EDTA (Thermo fisher scientific, Waltham, MA, USA)에 담아 RBC (red blood cell), HGB (hemoglobin), HCT (hematocrit), MCV (mean corpuscular volume), MCH (mean corpuscular hemoglobin), MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration), PLT (platelet), RET, WBC (white blood cell), NEU (neutrophil), LYM (lymphocyte), MONO (monocyte), EOS (eosinophil), BASO (basophil)를 IDEXX Procyte DX gematology analyzer (IDEXX, Westbrook, ME, USA)를 사용하여 분석하였다.

      

      
        4. 혈액 생화학적 분석
        급성독성 평가 수행 중 채취한 혈청 중 일부를 생화학 분석기 (AU480, Beckman coulter Inc., Brea, CA, USA)를 이용하여 AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase), ALP (alkaline phosphatase), GGT (gammaglutamyl trasferase), T_BIL (total bilirubin), T_CHO (total cholesterol), TG (triglyceride), BUN (blood urea nitrogen), CREA (creatinine), TP (total protein), ALB (albumin), IP (inorganic phosphorus), Ca (calcium), A_G (albumin/globulin ratio)를 측정하였다.

      

      
        5. 변이원성 평가
        균주는 히스티딘 요구성 균주인 Salmonella typhimurium TA98 (Lot No. 5508D, Moltox, Boone, NC, USA), TA100 (Lot No. 5506D, Moltox, Boone, NC, USA), TA1535 (Lot No. 5504D, Moltox, Boone, NC, USA), 및 TA1537 (Lot No. 5503D, Moltox, Boone, NC, USA)과 트립토판 요구성 균주인 Escherichia coli WP2 uvrA (Lot No. 5473D, Moltox, Boone, NC, USA)를 사용하였다.

        대사 활성계는 랫드 간 분획물인 S9을 사용하였다. S9 (Lot No. 4230, Moltox, Boone, NC, USA)에 Cofactor (Lot No. 999901, Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 첨가해 제조사의 프로토콜에 따라 S9의 최종농도가 5%가 되도록 조제 후 사용하였다.

        음성 대조물질은 시험 물질 부형제인 멸균수를 사용하고 양성 대조물질은 sodium azide (SA), 2-nitrofluorene (2-NF), 2-aminoanthracene (2-AA), 9-aminoacridine (9-AA), benzo[a] pyrene (B[a]p), 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO)를 사용하였다. 석산 물 추출물의 처리 농도는 6 단계 농도군 (4.88, 19.5, 78.1, 313, 1,250 및 5,000 ㎍/plate)으로 분류하였다.

        처리 방법은 농도별 석산 물 추출물 100 ㎕와 대사 활성계의 유무에 따라 대사 활성계 적용 시 S9 mix 500 ㎕, 대사활성계 미적용 시 인산완충액 (pH 7.4) 500 ㎕를 혼합하고 균주 배양액 100 ㎕ 를 처리하였다. 처리 후 37℃ 진탕배양기에 20 분간 전배양 하였다 (Tejs, 2008).

        전배양 종료 후 TA98, TA100, TA1535 및 TA1537 균주에는 히스티딘이 포함된 top agar 2 ㎖를, WP2 uvrA는 트립토판이 포함된 top agar 2 ㎖를 섞어 minimal glucose agar plate (21-40S21, Moltox, Boone, NC, USA)에 중층한 다음 37℃에서 48 시간 동안 배양하였다. 기본성장균층 (background lawn)의 이상 유무 및 물질의 침전 여부는 현미경 (E-200, Nikon, Tokyo, Japan)을 이용하여 관찰하였고, 복귀돌연변이수 (Colony)는 육안 계수하였다.

        양성판정은 대사 활성계 유, 무와 관계없이 TA98, TA100 또는 WP2 uvrA 균주에서 음성 대조군에 비해 2 배 이상, TA1535 또는 TA1537 균주에서 3 배 이상 복귀돌연변이 수가 증가할 때 양성으로 판정하였다 (Levy, et al., 2019). 시험방법은 OECD 가이드라인 TG471, 식품의약품안전처 ‘의약품 등의 독성시험기준 (고시 제2022-18호) 및 Ames 시험법 (Maron and Ames, 1983)을 참고하여 수행하였다.

      

      
        6. 통계처리
        동물의 체중, 혈구 및 혈액 생화학 데이터는 평균 ± 표준편차 (means ± standard deviation)으로 표시하였으며 SPSS 통계프로그램 (Statistical Package for the Social Science, ver 25, IBM Corp., Armonk, NY, USA)을 이용해 one-way analysis of variance (ANOVA)를 실시한 뒤 Duncan’s Mutiple Range Test (DMRT)로 사후 검증 후 군간 유의성을 5% 수준에서 검증하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 급성독성 평가
        랫드에 석산 물 추출물을 단회 경구투여 후 일반 증상을 관찰한 결과 시험 기간 동안 암/수 모두 독성 징후나 사망 개체가 발생하지 않았다. 시험 종료일에 체중을 측정한 결과 음성대조군, 석산 물 추출물 500 ㎎/㎏, 1,000 ㎎/㎏, 2,000 ㎎/㎏ 순으로 각각 수컷은 397.1 ± 25.8 g, 384.7 ± 38.7 g, 375.7 ± 13.4 g, 362.2 ± 55.0 g이며, 암컷은 240.9 ± 10.2 g, 241.9 ± 9.0 g, 242.8 ± 14.3 g, 240.5 ± 7.6 g으로 측정되었다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Summary of Body weights(g) changes over 14 days after oral administration of water extract from Lycoris radiata.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Dose (㎎/㎏)
              	Day 0
              	Day 1
              	Day 3
              	Day 7
              	Day 14
            

          
          
            	Male
            	0
            	259.7±5.1a
            	291.0±7.5a
            	265.0±8.9a
            	337.6±16.0a
            	397.1±25.8a
          

          
            	500
            	253.7±13.4a
            	283.8±18.2a
            	258.0±17.2a
            	327.7±26.1a
            	384.7±38.7a
          

          
            	1,000
            	251.6±10.5a
            	275.8±11.4a
            	245.0±7.9a
            	316.3±8.4a
            	375.7±13.4a
          

          
            	2,000
            	255.6±10.2a
            	289.0±15.9a
            	293.9±26.8b
            	337.6±26.8a
            	362.2±55.0a
          

          
            	Female
            	0
            	193.6±7.0a
            	210.4±5.6a
            	219.0±9.1a
            	227.0±9.6a
            	240.9±10.2a
          

          
            	500
            	188.0±4.7a
            	208.2±7.3a
            	219.0±3.1a
            	220.3±9.0a
            	241.9±9.0a
          

          
            	1,000
            	191.5±11.0a
            	206.8±9.9a
            	226.5±10.7a
            	232.8±13.7a
            	242.8±14.3a
          

          
            	2,000
            	186.6±8.8a
            	205.6±8.5a
            	216.9±8.8a
            	225.3±9.0a
            	240.5±7.6a
          

        

        
          
            Body weights of rats during the first 14 days of life. Body weight was exhibited by means ± SD (standard deviation) (n = 5). Significance between groups by one-way ANOVA with Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05).
          

        

        

        독성시험 기준에서 시험 물질을 실험동물에 투여하였을 때 일정 기간 내에 대조군에 비하여 10% 이내의 체중 증감을 나타나거나 인도적인 안락사가 필요하지 않는 독성반응이 관찰되는 용량을 최대내성용량 (maximum tolerated dose)으로 정의하고, 이러한 최대내성용량은 임상시험의 목적 중 하나인 안전성을 평가하는데 중요한 기초 자료로 사용된다 (Van et al., 2022).

        석산 물 추출물군과 대조군의 체중을 확인한 결과, 체중의 증감이 10% 이내로 나타냈으며 독성반응도 관찰되지 않았다. 이러한 결과로 석산 물 추출물의 최대내성용량은 2,000 ㎎/㎏ 이상으로 나타날 것이라는 것을 예상할 수 있었다. 독성시험에서 동물을 이용할 경우 최고농도는 각국의 법률이나 가이드라인을 통해 지침을 제공하고 있다. OECD에서는 화학물질의 독성 평가를 위한 표준 시험 방법을 제시하고 있으며, 이 가이드라인에서는 최고농도를 2,000 ㎎/㎏으로 제시하고 있다. 이는 동물 복지차원에서의 권고사항이며 타당한 이유가 있을 경우 예외적으로 2,000 ㎎/㎏ 이상의 농도에서의 시험을 허용하고 있다. 또한 OECD의 급성독성 분류에 따르면 반수치사량이 2,000 ㎎/㎏ 이상인 경우 안전한 물질로 분류하고 있다. 본 시험에서는 2,000 ㎎/㎏의 농도까지 독성반응이 관찰되지 않아 반수치사량과 최대내성용량의 수치를 구체적으로 제시하는 것에는 한계가 있으나 최대내성용량과 반수치사량이 2,000 ㎎/㎏ 이상이라는 예상을 통해 비교적 안전한 물질이라고 판단되었다.

        안락사 후 부검을 통해 장기 조직의 크기, 위치, 색, 모양 등 관찰한 결과, 암컷의 장기 조직에 병변은 관찰되지 않았다. 다만, 수컷의 경우 석산 물 추출물 2,000 ㎎/㎏ 투여군에서 개체군 다섯 마리 중 한 마리의 고환과 부고환이 위축된 것을 확인하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Necropsy findings in oral administration of water extract of Lycoris radiata.
          
          

        

        
          
            
              	Dose (㎎/㎏)
              	Substance
              	Sex
              	Number of animals
              	Necropsy findings external
            

          
          
            	0
            	Vehicle
            	Male
            	5
            	No gross findings (5)
          

          
            	Female
            	5
            	No gross findings (5)
          

          
            	500
            	WLR1)
            	Male
            	5
            	No gross findings (5)
          

          
            	Female
            	5
            	No gross findings (5)
          

          
            	1,000
            	WLR
            	Male
            	5
            	No gross findings (5)
          

          
            	Female
            	5
            	No gross findings (5)
          

          
            	2,000
            	WLR
            	Male
            	5
            	No gross findings (4)
Bilateral epididymis atrophy (1)
          

          
            	Female
            	5
            	No gross findings (5)
          

        

        
          
            1)WLR; water extract from Lycoris radiata. Summarize the necropsy findings for both the control and treatment groups. The table shows the specific pathological findings observed in each group.
          

        

        

        랫드는 노화에 의해 고환 내에 배아 상피의 위축과 염증성 병변이 흔하게 발견될 수 있으며 (James and Heywood, 1979), 랫드의 고환 위축은 10% 비율로 발생될 수 있는 것으로 알려져 있다 (Lee et al., 1993).

        본 실험의 고환과 부고환의 위축은 자연 발생률로 생길 수 있으며, 통계학적 유의성이 없다는 점 (p = 0.5)에서 석산 물 추출물 2,000 ㎎/㎏ 투여군은 고환 위축에 영향을 주지 않는 것으로 생각된다.

        급성독성 평가 결과 2,000 ㎎/㎏까지 안전한 것으로 보이며, 사망 개체가 발생하지 않았기 때문에 반수 치사량 (lethal dose 50, LD50)은 2,000 ㎎/㎏ 이상일 것으로 판단되었다.

      

      
        2. 혈액 생화학적 분석
        혈액 생화학적 분석은 혈청에 포함되어 있는 효소, 단백질, 전해질 및 다른 화학성분의 체내 변화 상태를 분석하는 방법으로 각 장기의 기능 및 대사 상태에 대한 정보를 제공한다. 부검 후 채취한 혈액의 혈청을 분석한 결과 GGT 수치가 수컷 500, 1,000, 2,000 ㎎/㎏, 암컷 2,000 ㎎/㎏ 투여군에서 음성 대조군과 비교하여 유의적인 차이를 보였다 (p < 0.05).

        GGT는 일반적으로 간, 신장 및 췌장에 분포하고 질병 방어 기능을 하여 간질환의 지표로 널리 사용된다. 일반적으로 간질환을 판단하기 위해 ALP, AST, ALT 수치와 병행하여 판단한다 (Kim, 2009; Vroon and Israili, 1990).

        GGT 수치의 유의적인 변화로 간질환을 판단하기 위해 ALP, AST, ALT 수치를 대조군과 비교한 결과 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 또한 GGT 수치가 정상 범위 이내인 것을 확인하였다 (Petterino and Argentino-Storino, 2006). 따라서 GGT 수치 변화는 정상적인 범위 이내의 변화이며 석산물 추출물의 영향으로 보기 어렵다고 판단된다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Blood chemistry values in oral administration of water extract from Lycoris radiata.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Dose (㎎/㎏)
              	AST1) (U/L)
              	ALT2) (U/L)
              	ALP3) (U/L)
              	GGT4) (U/L)
              	T_BIL5) (mg/dL)
              	T_CHO6) (mg/dL)
              	TG7) (mg/dL)
              	BUN8) (mg/dL)
              	CREA9) (mg/dL)
              	TP10) (g/dL)
              	ALB11) (g/dL)
              	IP12) (mg/dL)
              	Ca13) (U/L)
              	A_G14) (Ratio)
            

          
          
            	Male
            	0
            	76.8±6.7a
            	42.3±7.0a
            	1001.7±347.3a
            	0.6±0.1b
            	0.02±0.01a
            	63.0±4.6a
            	115.3±54.3a
            	15.7±1.1a
            	0.5±0.0ab
            	5.8±0.2a
            	2.5±0.1b
            	10.8±0.8a
            	12.1±0.4b
            	0.8±0.0a
          

          
            	500
            	73.3±9.0a
            	47.5±7.1a
            	970.2±34.9a
            	0.3±0.2a
            	0.02±0.00a
            	70.7±12.1a
            	86.7±18.9a
            	18.1±4.1a
            	0.5±0.0b
            	6.0±0.3a
            	2.4±0.1b
            	11.5±0.3a
            	12.3±0.4b
            	0.7±0.0a
          

          
            	1,000
            	94.4±34.5a
            	48.0±4.7a
            	1357.6±494.8a
            	0.2±0.1a
            	0.01±0.01a
            	71.0±7.2a
            	124.0±33.8a
            	16.2±2.1a
            	0.4±0.0a
            	5.9±0.4a
            	2.6±0.1b
            	11.0±0.9a
            	12.7±0.6b
            	0.8±0.1a
          

          
            	2,000
            	69.0±6.2a
            	35.7±9.5a
            	1013.1±191.9a
            	0.3±0.2a
            	0.02±0.01a
            	61.0±17.1a
            	79.7±28.3a
            	18.4±5.6a
            	0.4±0.0a
            	5.5±0.2a
            	2.3±0.1a
            	9.3±1.8a
            	11.3±0.2a
            	0.7±0.0a
          

          
            	Female
            	0
            	79.8±20.8a
            	41.2±19.4a
            	560.3±51.3a
            	1.3±0.2b
            	0.02±0.01a
            	67.7±4.0a
            	61.7±19.9a
            	18.5±2.2a
            	0.5±0.1a
            	6.4±0.8a
            	2.7±0.4a
            	9.2±0.3a
            	12.0±0.5a
            	0.8±.0.1a
          

          
            	500
            	68.1±2.3a
            	33.3±3.9a
            	516.8±28.7a
            	0.9±0.3ab
            	0.01±0.01a
            	65.0±4.4a
            	83.0±27.8a
            	18.0±0.3a
            	0.4±0.0a
            	6.0±0.2a
            	2.6±0.2a
            	10.7±0.2b
            	12.0±0.5a
            	0.8±0.0a
          

          
            	1,000
            	79.2±24.8a
            	44.4±5.5a
            	604.7±59.1a
            	1.1±0.2ab
            	0.01±0.00a
            	69.7±16.5a
            	59.7±22.8a
            	16.3±3.1a
            	0.4±0.0a
            	6.0±0.2a
            	2.6±0.1a
            	9.4±0.6a
            	11.9±0.4a
            	0.7±0.0a
          

          
            	2,000
            	85.8±38.3a
            	44.4±20.4a
            	497.6±108.0a
            	0.6±0.4a
            	0.01±0.01a
            	65.0±5.0a
            	72.0±37.7a
            	14.8±1.9a
            	0.4±0.0a
            	6.2±0.0a
            	2.8±0.1a
            	10.2±1.1ab
            	12.2±0.3a
            	0.8±0.1a
          

        

        
          
            1)AST; aspartate aminotransferase), 2)ALT; alanine aminotransferase), 3)ALP; alkaline phosphatase, 4)GGT; gammaglutamyl trasferase, 5)T_BIL; total bilirubin, 6)T_CHO; total cholesterol), 7)TG; triglyceride), 8)BUN; blood urea nitrogen) 9)CREA; creatinine, 10)TP; total protein, 11)ALB; albumin), 12)IP; inorganic phosphorus, 13)Ca; calcium, 14)A_G; albumin/globulin ratio. Means ± standard deviation (SD), (n = 5). Significance between groups by one-way ANOVA with Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05).
          

        

        

      

      
        3. 혈구 분석
        혈구 분석은 혈액 세포에 대한 정보를 제공하고 적혈구 수치 분석을 통한 산소 운반 능력 식별, 백혈구 수치를 통한 면역 체계에 대한 정보를 제공한다. 또한 빈혈, 특정 암, 감염, 급성 출혈, 알레르기 및 면역 결핍을 진단하는 데 유용하다 (George and Parker, 2003).

        부검 후 채취한 혈액의 혈구분석 결과, 암컷 2,000 ㎎/㎏ 투여군에서 PLT의 수치가 유의적인 차이를 보였다 (p < 0.05). PLT 수치의 변화는 골수 생산 감소, 다양한 후천성 질환, 약물, 감염 등 다양한 요인에 영향을 받는다 (Stiff et al., 1990). 다만 본 시험의 PLT 수치는 보고된 정상 범위 이내에 수치로 (Petterino and Argentino-Storino, 2006), 석산 물 추출물의 영향으로 보기 어렵다고 판단된다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Effect of water extract from Lycoris radiata on hematological parameters in male and female rats.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Dose (㎎/㎏)
              	RBC1)
              	HGB2)
              	HCT3)
              	MCV4)
              	MCH5)
              	MCHC6)
              	PLT7)
              	RET8)
              	WBC9)
              	NEU10)
              	LYM11)
              	MONO12)
              	EOS13)
              	BASO14)
            

            
              	(106㎕)
              	(g/㎗)
              	(%)
              	(fℓ)
              	(pg)
              	(g/㎗)
              	(103㎕)
              	(%)
              	(103㎕)
              	(%)
              	(%)
              	(%)
              	(%)
              	(%)
            

          
          
            	Male
            	0
            	7.9±0.6a
            	15.1±0.5a
            	47.8±1.7a
            	60.7±2.7a
            	19.2±1.0a
            	31.6±0.2a
            	1149.3±125.5a
            	5.2±1.5ab
            	16.8±6.5a
            	13.7±3.9a
            	78.2±4.5a
            	7.4±1.4a
            	0.5±0.2a
            	0.3±0.1a
          

          
            	500
            	7.8±0.5a
            	14.9±0.8a
            	47.4±3.2a
            	60.9±1.4a
            	19.2±0.3a
            	31.5±0.6a
            	1095.7±44.0a
            	4.6±1.0ab
            	14.6±4.2a
            	14.6±4.8a
            	78.8±5.4a
            	6.0±0.9a
            	0.4±0.1a
            	0.2±0.0a
          

          
            	1,000
            	7.5±0.1a
            	14.5±0.6a
            	46.7±2.4a
            	62.4±2.5a
            	19.4±0.6a
            	31.1±0.3a
            	1027.3±86.0a
            	5.6±0.7b
            	17.0±2.0a
            	15.2±5.4a
            	78.3±6.1a
            	6.0±0.7a
            	0.4±0.2a
            	0.1±0.1a
          

          
            	2,000
            	7.7±0.1a
            	15.0±0.3a
            	48.2±1.0a
            	62.8±1.1a
            	19.5±0.3a
            	31.0±0.1a
            	982.0±192.8a
            	3.1±1.5a
            	13.9±0.5a
            	10.3±4.3a
            	80.2±6.2a
            	8.6±2.3a
            	0.8±0.3a
            	0.2±0.1a
          

          
            	Female
            	0
            	7.9±0.0b
            	14.9±0.2b
            	47.5±0.2b
            	59.9±0.6a
            	18.9±0.2a
            	31.4±0.6a
            	958.0±36.4ab
            	3.2±0.5a
            	13.3±2.4a
            	13.2±0.6a
            	80.7±0.4a
            	5.3±0.8a
            	0.7±0.3a
            	0.1±0.1a
          

          
            	500
            	7.4±0.4a
            	14.0±0.3a
            	44.3±1.6a
            	59.6±2.3a
            	18.9±1.0a
            	31.7±0.6a
            	865.3±270.9a
            	3.1±0.2a
            	11.7±1.4a
            	12.1±3.1a
            	80.1±2.1a
            	6.6±0.5a
            	1.0±0.6a
            	0.2±0.2a
          

          
            	1,000
            	7.5±0.1ab
            	14.3±0.2ab
            	45.1±1.4ab
            	59.9±1.5a
            	19.0±0.4a
            	31.7±0.5a
            	993.3±8.1ab
            	2.8±0.2a
            	14.3±1.0a
            	9.2±1.9a
            	83.6±3.3a
            	6.1±1.7a
            	0.8±0.1a
            	0.2±0.1a
          

          
            	2,000
            	7.7±0.2ab
            	14.5±0.6ab
            	45.9±1.8ab
            	59.3±2.7a
            	18.7±0.8a
            	31.6±0.2a
            	1205.0±40.0b
            	2.7±0.0a
            	13.9±3.8a
            	9.7±2.9a
            	83.5±4.9a
            	6.0±1.7a
            	0.6±0.4a
            	0.3±0.2a
          

        

        
          
            1)RBC; red blood cell, 2)HGB; hemoglobin, 3)HCT; hematocrit, 4)MCV; mean corpuscular volume, 5)MCH; mean corpuscular hemoglobin, 6)MCHC; mean corpuscular hemoglobin concentration, 7)PLT; platelet, 8)RET; reticulocyte, 9)WBC; white blood cell, 10)NEU; neutrophil, 11)LYM; lymphocyte, 12)MONO; monocyte, 13)EOS; eosinophil, 14)BASO; basophil. Means ± standard deviation (SD), (n = 5). Significance between groups by one-way ANOVA with Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05).
          

        

        

      

      
        4. 변이원성 평가
        변이원성 평가를 위한 colony 계수 전 현미경을 통해 성장 균층을 관찰하면 독성이 없는 물질의 경우 균일하고 조밀하게 배열된 미세 colony들이 관찰된다. 이는 박테리아가 6 회 - 8 회의 세포 분열이 일어났음을 나타낸다. 하지만 미생물에 독성을 가지는 물질을 처리할 경우 성장균층이 얇아지거나 소실되는데 이는 박테리아가 사멸하거나 성장이 억제되었음을 나타낸다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Normal and abnormal background lawn of Salmonella typhimurium on agar plates.
            (A)(B) The images show a normal background lawn of Salmonella typhimurium TA1535. In the case of a normal background lawn, it shows a dense and uniform growth. (C)(D) The images show an abnormal background lawn of Salmonella typhimurium TA1535. An abnormal background lawn exhibits irregular or uneven growth patterns, which may include areas of sparse growth. scale bar 0.25 ㎜.

          
          

          

        

        박테리아의 사멸 또는 성장 억제로 인해 충분한 박테리아수를 확보하지 못할 경우 각 박테리아에 대해 시험 물질의 노출량이 증가하므로 잘못된 시험 결과가 나타날 수 있다 (Mortelmans and Zeiger, 2000). 이에 석산 물 추출물 처리 후 배양이 종료된 배지의 성장균층을 현미경을 통해 확인한 결과 미생물에 대한 독성은 확인되지 않았다.

        석산 물 추출물 처리 시 미생물의 colony 형성에 미치는 영향을 판단하기 위해 colony 수를 계수한 결과, 대사 활성계의 적용 유무와 관계없이 음성 대조군과 비교하여 모든 균주의 양성 대조군이 2 배 이상 증가하였으며, 석산 물 추출물군은 2 배 또는 3 배 이상 증가하지 않았다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Results of mutagenicity evaluation through bacterial reverse mutation test of water extract from Lycoris radiata.
          
          

        

        
          
            
              	Strain
              	Substance
              	Dose (㎍/plate)
              	Colony/plate
            

            
              	Without S9
              	With S9
            

            
              	Means±SD
              	Ratio
              	Means±SD
              	Ratio14)
            

          
          
            	TA981)
            	D.W6)
            	0
            	14±1
            	[1.0]
            	21±4
            	[1.0]
          

          
            	WLR7)
            	4.88
            	14±3
            	[1.0]
            	25±2
            	[1.2]
          

          
            	19.5
            	17±4
            	[1.2]
            	25±4
            	[1.2]
          

          
            	78.1
            	15±2
            	[1.0]
            	25±6
            	[1.2]
          

          
            	313
            	14±1
            	[1.0]
            	24±0
            	[1.1]
          

          
            	1,250
            	13±3
            	[0.9]
            	24±9
            	[1.1]
          

          
            	5,000
            	19±4
            	[1.3]
            	27±8
            	[1.3]
          

          
            	2-NF8)
            	0.5
            	89±5
            	[6.3]
            	-
          

          
            	B(a)P9)
            	1.0
            	-
            	98±4
            	[4.7]
          

          
            	TA1002)
            	D.W
            	0
            	86±8
            	[1.0]
            	73±1
            	[1.0]
          

          
            	WLR
            	4.88
            	82±4
            	[1.0]
            	67±2
            	[0.9]
          

          
            	19.5
            	87±3
            	[1.0]
            	74±5
            	[1.0]
          

          
            	78.1
            	87±8
            	[1.0]
            	76±6
            	[1.0]
          

          
            	313
            	84±0
            	[1.0]
            	68±2
            	[0.9]
          

          
            	1,250
            	86±4
            	[1.0]
            	73±3
            	[1.0]
          

          
            	5,000
            	82±1
            	[0.9]
            	77±1
            	[1.1]
          

          
            	SA10)
            	2.0
            	192±5
            	[2.2]
            	-
          

          
            	2-AA11)
            	2.0
            	-
            	586±8
            	[8.1]
          

          
            	TA15353)
            	D.W
            	0
            	11±2
            	[1.0]
            	13±4
            	[1.0]
          

          
            	WLR
            	4.88
            	9±1
            	[0.8]
            	12±1
            	[1.0]
          

          
            	19.5
            	11±1
            	[1.0]
            	16±2
            	[1.2]
          

          
            	78.1
            	8±1
            	[0.7]
            	15±1
            	[1.4]
          

          
            	313
            	10±2
            	[0.9]
            	15±0
            	[1.1]
          

          
            	1,250
            	11±1
            	[1.0]
            	11±1
            	[1.4]
          

          
            	5,000
            	10±1
            	[0.9]
            	15±1
            	[1.2]
          

          
            	SA
            	2.0
            	220±7
            	[21.0]
            	-
          

          
            	2-AA
            	2.0
            	-
            	147±6
            	[11.8]
          

          
            	TA15374)
            	D.W
            	0
            	9±1
            	[1.0]
            	8±0
            	[1.0]
          

          
            	WLR
            	4.88
            	8±1
            	[0.9]
            	8±1
            	[1.0]
          

          
            	19.5
            	7±1
            	[0.8]
            	10±1
            	[1.2]
          

          
            	78.1
            	9±1
            	[1.0]
            	11±1
            	[1.4]
          

          
            	313
            	8±1
            	[0.9]
            	9±1
            	[1.1]
          

          
            	1,250
            	7±1
            	[0.8]
            	12±2
            	[1.4]
          

          
            	5,000
            	7±2
            	[0.8]
            	12±4
            	[1.4]
          

          
            	9-AA12)
            	80.0
            	181±7
            	[21.3]
            	-
          

          
            	2-AA
            	2.0
            	-
            	170±12
            	[21.2]
          

          
            	
              WP2 uvrA
              
                
                  5)
                
              
            
            	D.W
            	0
            	24±3
            	[1.0]
            	33±4
            	[1.0]
          

          
            	WLR
            	4.88
            	24±1
            	[1.0]
            	33±2
            	[1.0]
          

          
            	19.5
            	24±3
            	[1.0]
            	32±8
            	[1.0]
          

          
            	78.1
            	19±1
            	[0.8]
            	33±1
            	[1.0]
          

          
            	313
            	24±4
            	[1.0]
            	34±6
            	[1.0]
          

          
            	1,250
            	22±3
            	[0.9]
            	33±3
            	[1.0]
          

          
            	5,000
            	21±2
            	[0.9]
            	29±1
            	[0.9]
          

          
            	4-NQO13)
            	1.0
            	239±4
            	[9.9]
            	-
          

          
            	2-AA
            	2.0
            	-
            	508±6
            	[15.4]
          

        

        
          
            1)TA98; Salmonella typhimurium TA98, 2)TA100; S. typhimurium TA100, 3)TA1535; S. typhimurium TA1535, 4)TA1537; S. typhimurium TA1537, 5)WP2 uvrA; Escherichia coli WP2 uvrA, 6)DW; distilled water, 7)WLR; water extract from Lycoris radiata. SD (standard deviation), 8)2-NF; 2-nitrofluorene, 9)B[a]P; benzo[a]pyrene, 10)SA; sodium azide, 11)2-AA; 2-aminoanthracene, 12)9-AA; 9-amincoacridine, 13)4-NQO; 4-Nitroquinoline 1-oxide, 14)Ratio; indicates the percentage of the mean value compared to the negative control value. Means ± standard deviation (SD), (n = 5).
          

        

        

        복귀돌연변이 시험 판정 기준으로 복귀돌연변이 colony 수가 음성 대조군과 비교해 2 배 또는 3 배 (특정 균주) 증가하거나 용량 상관성을 나타낼 때 양성으로 판정하게 된다 (Ames et al., 1975; Cariello and Piegorsch, 1996; Levy et al., 2019).

        본 연구 결과 TA98, TA100, WP2 uvrA 균주에서 석산 물 추출물의 colony 2 배 이상 증가하지 않았으며, TA1535, TA1537 균주에서 3 배 이상 증가하지 않는 것을 확인하였다. 따라서 본 시험 조건하에서 석산 물 추출물의 5,000 ㎍/plate 농도까지 변이원성을 유발하지 않는 것을 확인하였다. 유전독성 평가에는 복귀돌연변이시험 뿐만 아니라 염색체이상시험, 소핵시험을 포함한 다양한 시험법이 이용된다 (OECD, 2016a, 2016b). 본 시험에 사용된 시험법인 복귀돌연변이 시험은 안전성 시험 중 가장 기초가 되는 시험이라고 할 수 있다. 석산을 식품, 의약품, 건강기능식품 등으로 활용하기 위해서는 본 시험의 안전성 데이터를 바탕으로 추후 다양한 안전성 연구가 뒷받침되어야 할 것으로 생각된다.
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